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　Trehalase activity in a homogenized preparation from the fruit body of king oyster mushroom 
(eryngii), Pleurotus eryngii was studied in detail.　Distribution of trehalose and trehalase activity 
was higher in the cap(pileus) fraction than in the other positions such as stalk(stipe). 　The trehalase 
peak 1 was purified by the Sephacryl S-200 and Toyopearl HW-55 column chromatography. 
Electrophoretic analysis of trehalase gave values of molecular weight of 36~37kDa, and oligomeric 
forms and glycoprotein forms of trehalase were suggested by the band patterns of resulting gels.  
　Optimum conditions of pH and temperature were determined to be pH5.0 and 30℃ , respectively. 
Trehalase peak 1 showed higher reactivity to α-, α-trehalose, whereas peak 2 enzyme showed higher 
activity to β-, β-trehalose, methyl-β-glucoside, and cellobiose, indicating that this enzyme might 
have a substrate specificity such as β-glucosidase. 
Key words：Basidiomycete（担子菌），eryngii（エリンギ），trehalose（トレハロース），
 　　　　　trehalase（トレハラーゼ），β-glucosidase（β-グルコシダーゼ），
















































等分にし、カサから順に a ～ e 画分とした（図１











（1.3cm × 30cm）に充填し、40mM 酢酸緩衝液
（pH5.2）で平衡化したものに酵素液を供試し、同
緩衝液で溶出、２ml ずつ 50 本を分画した。




は硫安を含まない緩衝液を用いて２ml ずつ 60 本
を分画した。
③　Sepharose CL-6B（GE Healthcare）をカラム（1.3cm














た。Native-PAGE は Davis 法 に よ り、SDS-PAGE
は Laemmli 法により分析した。バンドの染色は













２％に調製し、酵素液は Sephacryl S-200 で分画後、
回収した peak １，peak ２を用いた。活性は Nelson-
Somogyi 法（A500）、Glucose-oxidase（GOD 法、和








2,10；Trehalose、3,9。a ～ e、エリンギの各部位の抽出物。シリカゲル G 薄層プレート (MERC) を用い、展開
溶媒として n- ブタノール：酢酸エチル：イソプロピルアルコール：酢酸：水＝ 7：20：12：7：6 を調製し、
24h 展開した。発色試薬は p- アニスアルデヒド、110℃で 15min 加熱発色。
ｃ、エリンギの部位別抽出物の高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による分析。分離カラム、Senshu-Pak
（NH2-1251-N 型）；装置、Waters 高速液体クロマトグラフ；検出、示差屈折計；溶媒、75% アセトニトリル。





温度勾配装置（Advantec 製）により 25℃から 65℃
までの範囲で段階的に温度を設定し、24 h 反応させ
た。
　温度安定性は、酵素 50μ１と 40mM 酢酸緩衝液
（pH5.2）200μ１を混合し、温度勾配装置を用いて各
温度で１h 反応した後、基質 50μ１を加えて 30℃で
24 h 反応して、残存活性を求めた。
　至適 pH は、酵素液 50μ１、基質 50μ１、pH3.0 か
ら pH8.0 まで段階的に調製した McIlvaine buffer を
200μ１混合し、30℃で 24h 反応させた。pH 安定性
は酵素液 50μ１と McIlvaine buffer 100μ１を混合し、
30℃で１h 反応した後、基質 50μ１と 0.2M 酢酸緩






a b c d e Total
Weight (g) 51.20 20.13 23.37 27.28 23.12 93.90
Extract (ml) 85.0 29.0 38.5 36.5 42.0 -
Protein (mg) 2083 474 694 762 1097 5110
Tatal sugar (mg) 1640 660 1074 1267 1208 5853
Starch-like sugar (mg) - 41.9 49.0 37.5 65.6 -
Oligosaccharides (mg) 198 71 125 123 112 629
Reducing sugar (mg) 87.0 31.0 29.4 29.2 38.0 58.6
Carbohydrases ( mole ) 58.6 12.9 7.4 7.2 5.8 91.9
Amylase ( mole ) 59.5 14.1 8.8 7.8 3.9 94.1
Trehalase ( mole ) 99.6 11.9 5.7 5.7 3.0 122.9
Enzyme activities were represented by the amount of reducing sugar released as
the mole of glucose























　次に粗酵素２g を 40mM 酢酸緩衝液（pH5.2）で
溶解し、Hexyl-Toyopearl カラムによる疎水クロマ
トグラフィーに供した。カラムは硫酸アンモニウム























































よび 0M 硫安（40mM 酢酸緩衝液、pH5.2）の段階
溶出で分画；b、1M 硫安および 0M 硫安の段階溶
出で分画。c・d、Sepharose CL-6B で分画；タンパ
ク質量（A280）◆；酵素活性（A500）◇。c、2M




Native-PAGE：レーン 1 は Sephacryl S-200 カラム





ーン３は Sephacryl S-200 カラムのピーク１をさら 






















　また、粗酵素２g を 40mM 酢酸緩衝液（pH5.2）
で溶解し、２M および０M 硫安で平衡化した





























は pH5.0 付近で最大活性を示した。また、pH5.5 か
ら pH6.5 付近までの pH 範囲では安定であった。こ
のことから本酵素は酸性トレハラーゼであること








Peak 1 Peak 2 Peak 1 Peak 2
0.38 0.30 0.49 0.23
0.11 0.63 0.37 0.41
0.93 12.67 0.74 18.09
0.10 0.07 0.34 0.24
0.23 5.79 0.39 2.05
0.84 2.87 0.66 7.62
0.10 0.95 2.99 3.12
0.18 1.32 3.78 3.82
0.41 6.32 3.54 6.88
0.19 0.15 3.10 4.38
Enzyme activities were represented by the amount of reducing sugar released as
the mole of glucose













て検討した（表２）。酵素活性は GOD 法と Nelson-
Somogyi 法で測定したが、得られた結果は両測定で
概ね対応が見られた。活性が高いトレハラーゼの
ピーク１はα -, α - トレハラーゼへの作用性が高い
ことが分かった。ピーク２はβ -, β - トレハロース
やメチル -β - グルコシド、セロビオースなどのβ -
結合を有する基質によく作用することからβ - グル
コシダーゼタイプであることがわかった。α -, β -
トレハロースはピーク１、２間での作用の差がはっ
きりしなかった。また、キトビオースへの作用が見





























Sephacryl S-200 と Sepharose CL-6B カラムで得たピー








子量が 37 ～ 41kDa13,14)、Rhizopus、Fusarium の酵素で









ゼの至適 pH は 4.0 であること 6) から、きのこ類の持
つトレハラーゼは酸性型トレハラーゼであると示唆さ
れた。また、他のカビのトレハラーゼと比較すると
Aspergillus oryzae のトレハラーゼ 18) も至適 pH は 4.0





のピーク１成分はα -, α - トレハロースによく作用し
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